枯草菌におけるDNA複製開始反応の遺伝生化学的研究 by 犬塚 紀子
44 金沢大学十全医学会雑誌 第84巻 第1号 44-59 (1975)
枯草菌における DNA複製開始反応の遺伝生化学的研究
金沢大学がん研究所生物物理部 ′(主任 :吉川 寛教授)
犬 塚 紀 子
(昭和49年10月6日受付)





即ち. DNA合成と世代時間,細胞分裂 の間 には
密接な関係が必要である.これらの問の制御機構につ



























の complementationが可能となった】:i).小 レプ リ
コンの方がより単純で,開始反応に含まれる因子の機












筆者は遺伝的構造18)と複製様式1g)が比較的 よ く分 っ
ていて､また形質転換法l'H)の可能な枯草菌を用いて複























buffer(pH7.3)を最終濃 度0.1M加 え て調 合 し
た.
2.BHIプ レー ト :BHIbroth(DifcoBrain




































加え急速に氷冷 した.低 速 遠 心 で 菌体 を集 め た後 ,
Saito& Miura の pH9.07ェフ ール法24)により







5U16U2) (1eu8metBpurÅhjsA )を受容 菌
としてサンプル DNA.および168LTT胞子 DNA
を用いて形質転換を行 った.サ ンプル DNAを用 い
て得 られた purA+transformants と metB+
transformantsの比を胞子 DNA を用 いて得 られ
た purA+/metB十比 で割 って補正 した.
5.purÅ/metB比 か ら percentinitiation
の換算法 .
ある培養条件下では.すべての細胞 は DNA 複 製
を終了 した状態で停 っている.この条件 を変 え た時 ,
新たに起 る複製の再開始の頻度を測 定 す る方 法 と し
て.先ず.上述のように して求めたサ ンプル DNA
の purA/metBの値を胞子 DNAの同 じ比で割 り補
正値を出す.っいでこの値が 1の場合を per cent
initiation…0%とし,また 1か ら2の 間 は (Ⅹ-
1)×100(%)とした.2以上の場合 は Ⅹ/2×100
(%)として求めた. 但 し,X は測定す るサ ンプ ル
DNA の purA/metB比を表わす .
6.複製開始能力の測定法
5と同様にある培養条件下で DNA 複製 を終 了 し
た状態で停止 させた後 ,この条件 を変えた時複製の再
開始が起 るが,その時複製の継続反応 は阻害 しないで
開始のみ阻害する処理を して,処理 を始 めた時点 まで
に形成されていた複製再開始能力を測 るには
1)再開始後の purA/metB 比 の経 時 変 化 か ら
maximum の purA/metB比を求めて . 5の方 法
で percentinitiationとして算出す るか, また
は




の 1×SSCに溶か し, それに 1×SSCに溶か した cs
Clを加えて最終密度を1.70,全容 量 を4.7mlと し
た. SpincoSW 50.1rotorで23oCで35,000rp
m.60時間遠心 した.遠心後 ,遠心管の底か ら3滴づ
つ分画 し.各分画を0.3mlの 1×SSCで希釈 した. こ
のうち,0.1mlを分取 し. DNA の放射 能 活 性 を測
定 し,また0.05mlを用いて各遺伝子 マ ー カ ー に対 す
る形質転換活性を測定 した.
実 験 結 果
Ⅰ.DNA複製開始変異株の単搬
DNA複製の開始反応を遺伝的 .生 化 学 的 に解 析



































A 合成が選択的に阻害されるもの (残存合成量 40-
150%)に分類された.一方 DNA 複製開始が高温で
阻害された場合,LP培地では理論的には86%の増加
図 1 ts6057とtsMH27の増殖 とDNA合成
MH27
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だLP培地で30℃で培養 し, Klettが15-20に達 した時,培養液を48℃に移 して
培養を続けた温度をシフ トする前 と後,適時に0.5mlの培養液を採取 して放射能
活性を測定した｡また同時に10-20mlの培養液を採取 して DNAを抽出し,形
質転換法によって purA/metB 比
を測定 した｡○- ○ :濁度,●- ●:DNA に取込まれた 3H･Td


























む親株168LTTの胞子 DNA の purA/metB の比








図2 168(LTT)野性株 と(PEAs-ll)の増殖 とDNA合成
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ち.遺伝子頻度測定による結果は先に述べ た ‥3H -チ
ミジン の取込みの結果とよく一致 し,突然変異株 ts
6057と tsMH27は染色体複製開始に必須 の機能が
特異的に高温感受性に変異 しているものと思 われ る.
PEA感受性変異株についても同様の方法によって
同定 した.野性株では図2に示す様に0.3%PEA に
よって菌の増殖も DNA合成も同時 に阻害 され る.
DNA合成のみを選択的に阻害する濃度 は見っか ら
なかった.そこで0.2%PEA に対 し感受性 の変異株
を単離 したが,そのl株 (PEAs-ll)は0.2%PEA添











ts6057(TT)のDNA を用いて形質転換 を行 なっ
た.生 じたts十トランスホ-マントの数を Ieu+ トラ
ンスホーマントの数で割る事により,用いた DNA
の形質転換の効率を補正 した. その結果野性株と ts
6057とは同じ補正値で,このことは,ts6057と tsM





枯草菌において.複製は purA 近傍 の起点 か ら
塚












た.表2に示された結果から ts6057は purB の少







と dnaD)同定 し.マッピングして いて .前者 は










表 1 6057とMH27の組換えテス ト
Recombinationexperiment recipient:MH27(LTT)
donorDNA:wild(TTd),6057(TTd)
DNA ts+ 1eu' ts/1eu "tSrmwT.lLzed
exp1 wild(TTd) 233 851 0.274 l.
006057(TTd) 292 717 0.407 1
.49expZ wild(TTd) l84 752 0.24





NApurÅ ts6057 purB his
A metBpercentrepliation lOmin 33.9 ll.6 0.2 0.2 0.4 140 550 31
.5 10.3 2.9 1.4 9.0R
eplicationinBdUR markersp
urÅIhisA tsMH27 1eu8 metBpercentrepliatio
n 140min 81.7 28.0 25.8 24.4 12.3A:32pで標識した(LT
T)胞子(77cpm32p/106SpOre)をC+GMll中で37℃3時間チ ミン飢餓培養を
行ったOその後,5lBudR(50pg/ml)を加 え各時培養液を採取 した｡B:
168(LTT)胞子を Cg+GMll中37℃で90分チ ミン飢餓培養 を行った｡その後,5-BudR(50pg/mi)と3H-TdR(0.5pCi/1pgTdR/mllとを同時に加えて
培養 し,各時培養液を採取 した｡A,Bそれぞれ同じように以下の操作を行った｡低速遠心で細胞を集めた後,30%sucrose-TMKbuffer(pH7.1)-1ysozyme(1mg
/ml)溶液 に懸濁 し,プロ トプラス トを作 らせた｡プロ トプラス トから pH9.0フ
ェノール法でDNA を抽出し,CsCl密度勾配遠心法によって重い分画 (HL)













BudR で重 くラベルし.染色体上の複製起点 (pur
Å),中点 (leu),終点 (metB)が Cs










































Recovery ofJ〕NA synthesis at 30C
0 1 2 3
図4 MH27の30℃に戻してからの複製再開始に及ぼす Rif,CMの効果
???
? ? ?? ? ?
?? ?































? ? ? ?? ?


































対する RNA の関与は,メッセンジャーRNA 合成
阻害により蛋白合成ができなくなる事により間接的に

















た｡A:上述の懸濁液を2等分 し,その一万には直ちに (0- 0),他方には
30℃で30分チ ミン飢餓後 (●- ●),TdR(5〟g/ml)を加えて (Otimeとす
る)30℃で培養 し,適時DNAを抽出後,purÅ/metB比(sporeDNAで補正)を求め
た｡B:懸濁液を30℃で30分チ ミン飢餓培養後, 3等分 した｡ 1)3H-TdR を加
えて30℃で培養 (0- 0),2)3HITdRとRif(1pg/ml)を加え30℃で培養(●










応は,ts6057および PEAS-11ではともに CM 感
受性で.tsMH27は CM に耐性で Rifに感受性で
あった.なお大腸菌の複製開始変異株の dnaC の























































又は Rif 耐性の複製開始能力を獲得 した細胞 の割
り合いを調べた.その測定方法は.薬剤を加えて.D
NA合成を開始させ .purÅ/metB比の最高値 を調
べることによって,再開始のできた細胞 の割 り合 い
(percentinitiation)を実験方法で述べた様 に算






いて左図は,複製再開始が Rif 耐性 又 は耐熱性 と
なった細胞の割り合いが時間と共に増加 している事を
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を再開始させ,その再開始に対する CM と Rif の
図11PEA s-11および ts6057の複製再開始能力の獲得様式
†56057























































6057 や PEA5-llの nonpermissiveの状
態では,MH27産物 は正常に存在すると考えられることか
ら.6057とPEA5-11で兄い出された蛋白
合成と RNA合成の時間差 ,5-7分 (図11)の間
で,RNA合成を可能にするstepが進行し,MH27
産物 はこの stepの最後か,または RNA合
成も含めたステップに関与 していると考えられる･さら






















この複合体構成後または RNA合成後 PEA耐性 を
獲得すると考えられるがいづれかはわからない.複製
開始反応に複合体構成のステップの存在する可能性に




れる可能性を示 している.このモデルでは RNA は




複製開始反応に RNAが関与 していることは図 4
と図11で明示されたが,この RNAの役割 につ いて
は,2つの可能性が考えられる.第 1の可能性は,フ
ァージ:il)や小 レプリコンの系:う5)で報告されて い るよ う











度も速い.しかし本論文で示された RNA は Rif
に感受性 (図4,図11)で,RNAのターンオーバー
の速度は,チミン飢餓の状態で測定 した場合30oCで
半減期が80分であった.Rifに対する感受 性 , およ
びターンオーバーの速度において,複製開始に必要な
RNAと複製点における RNAは異なるようであっ










ると, Bleeckenの提案 した replisome;H)の構成
成分の 1つとして RNAが機能 していること も推測
される.tsMH27を低温に戻 した時,Rif耐性 と耐
熱性を獲得 した後, 実際の複製開始までに約15分の
lagがあったこと (図8)と.枯草菌 の胞 子発芽時
に CM耐性.Rif耐性となった後.実際の複製開始
に同様に15分の lagが観察されたこと (図12). こ
れらの知見も又 RNAの役割 りとして第2の可能性



































PEA耐性にする未知の processが起 って いるこ
58 犬
















3) Bird,氏.& Lark,K.G.:Cold Spring



























































































initiation.3).Proteinsynthesispre-requisitetothe reinitiation by the two





ThisPEA resistantcellsappeared 7min.afterthesynthesisofPEA sensitive
proteinandapproximatelyatthesametimeasトRNA synthesisoccurred.
Theseresultsindicatethatafterthesynthesisofalltheproteincomponents
necessaryforinitiation,Someasyetunknownprocesstakeplaceleadingto
LRNA synthesisandmakingcellsresistanttoPEA.Weproposeformationof
anactiveinitiationcomplexasapossiblecandidateforthisprocess.
TheroleofトRNAisobscureatthemoment,yettwoalternativeroleswill
bediscussed.
